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(57) Abstract 

The invention concerns an improved method for identifying and/or 
analysing polynucleotides PN present in a conductive liquid medium, using an 
affinity sensor comprising a multilayer structure semiconductor! insulantl probe 
= polynucleotides PNc complementary to the medium PN. The method consists 
in selecting non-marked PNc; polarising the semiconductor, periodically 
lighting it; measuring the fiat band potential variations induced by loading 
effect phenomenon directly and essentially related to specific pairings between 
PN and PNc; and finally interpreting the signals collected at the end of the 
identification and/or analysis of PN. The invention also concerns the device 
and the sensor used for implementing the method. It is applicable to molecular 
biology analysis, e.g. diagnosis of viral or genetic diseases. 

(57) Abregl 

L' invention a pour but de fournir un precede perfectionn6 d'identification 
et/ou de dosage de polynucleotides PN presents dans un milieu liquide conducteur. 
Ce precede* consiste a faire intervener un capteur d'af finite comprenant une 
structure multicouches semi-conducteurlisolantl sondes - polynucleotides PNc 
complementaires aux PN du milieu. Selon ce precede, on seiectionne des sondes 
PNc non marquees, on polarise le semi-conducteur, on l'eclaire periodiquement, 
on mesure les variations du potentiel de bande plate induites par un phenomene 
d'effet de charge directement et essentiellement lie aux appariements specifiques 
entre PN et PNc, et enfin on interprete les signaux recueillis en terme 
d'identification et/ou de dosage des PN. L'invention conceme egalement le 
dispositif et le capteur utile pour la mise en oeuvre de ce procede. Application: 
analyse en biologie moleculaire, e.g. diagnostic de maladies virales ou genetiques. 
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PROCEDE D'IDENTIFICATION ET/OU DE DOSAGE DE SUBSTANCES 
BIOLOGIQUES, PKESENTES DANS UN LIQUIDE CONDUCTEUR, 
DISPOSrHF ET CAPTEUR D'AFFINITE UTILES POUR LA MISE EN 
OEUVRE DE CE PROCEDE 

5 

DOMAINE TECHNIQUE : 

Le domaine de 1' invention est celui de la detection de produits, de 
preference biologiques («a£fins »), tels que les acides nucleiques, ou bien encore les 

1 0 biopolymeres de nature proteique. 

Plus precisement, la presente invention concerne, d'une part, un procede 
d' analyse qualitative et/ou quantitative de substances biologiques SBC, de preference 
des polynucleotides PN presentes dans un milieu liquide (solution ou gel) conducteur 
LC, par Pintermediaire de mesures optoelectrochimiques et, d' autre part, les 

1 5 dispositifs et les capteurs d'affinite destines a la mise en oeuvre de ce procede. 

Les substances biologiques, plus particulierement mais non limitativentent, 
visees par Tinvention sont les polynucleotides PN. Sous ce terme general, on englobe 
conformement a P invention, les molecules composees d'au moins deux nucleotides 
(oligonucleotides et polynucleotides stricto sensu), dont notamment les acides 

20 nucleiques ARN ou ADN et toute structure genetique en comprenant. L'invention 
concerne egalement les composes susceptibles d'etre impliques dans des reactions de 
couplage immunologique [Antigene Ag/anticorps Ac], voire de reconnaissance 
Enzyme/Substitut E/S. 

25 ART ANTEREEUR : 

Pour detecter, identifier ou doser ces molecules, on a exploite leurs 
proprietes de bioaflBnite, a savoir leur aptitude singuliere a s'apparier specifiquement 
avec leurs complementaires, selon des mecanismes d'hybridation genetique PN/PNc, 
30 (PN C = PolyNucleotide complementaire) de couplage immunologique Ag/Ac ou de 
reconnaissance E/S. 

C'est ainsi que, dans le domaine immunologique, on connait des methodes qui sont 
fondees sur le couplage antigene/anticorps et qui font intervenir une etape de 
revelation des couples formes a Taide de marqueurs radioactifs, enzymatiques, 
35 fluorescents, colores ou analogues. De telles methodes sont longues et complexes a 
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mettre en oeuvre. De plus, les reactifs utilises sont peu disponibles et onereux. Enfin, 
ces methodes ne permettent pas des mesures en continu et encore moins in vivo. 
Ces techniques ont ete transposees avec leurs defauts au domaine de la detection de 
sequences nucleiques, qui doivent ainsi necessairement etre marquees pour pouvoir 
5 etre dosees et/ou identifiees. 

Dans un autre registre, il a ete propose de s'attacher a la detection des 
signaux physiques de toute nature, susceptibles d'etre induits par les reactions 
biochimiques d'hybridation nucleotidique ou couplage immunologique. Pour ce faire, 
il convient, tout d'abord, d'isoler un type de signaux particuliers et caracteristiques, 
10 puis d'adopter un transducteur apte a convertir lesdits signaux en une grandeur 
physique mesurable. Ces signaux peuvent etre, par exemple, la production d'une 
espece chimique, une variation d'epaisseur, d'indice optique, de masse ou bien encore 
une variation de proprietes electriques. Les transducteurs peuvent done etre des 
capteurs electrochimiques, piezoelectriques, optiques ou electriques. Toute la 
15 difficulte reside dans la mise en evidence des signaux specifiques de l'appariement et 
dans la mise au point d'un transducteur correspondant fiable, sensible et fidele. 

L'invention decrite dans la demande de brevet fran?ais n° 94 08688 
s'insere parfaitement dans cet etat de la technique fonde sur la detection des signaux 
electriques, induits par des hybridations PN/PNc ou par des reactions antigene- 
20 anticorps, dans un milieu liquide conducteur de l'electricite. 

Cette demande de brevet decrit un precede d'analyse qualitative et/ou quantitative de 
substances biologiques, en particulier, des polynucleotides, des antigenes, des 
anticorps, des enzymes, des substrats, dans lequel on met en oeuvre une structure 
multicouches comprenant une plaquette de semi-conducteur recouverte d'un isolant 
25 dont la surface est fonctionnalisee par Tune des especes des paires de substances 
biologiques sus-visees, appariables specifiquement. Selon ce precede, on polarise le 
semi-conducteur contenant des polynucleotides PN a doser ou a identifier, on 
recueille les variations des signaux electriques induites par un phenomene d'eflfet de 
charge directement et essentiellement lie aux appariements des substances biologiques 
30 visees avec leurs ligands complementaires fixes sur T isolant, eventuellement par 
Fintermediaire d'une membrane sensible. 

Cette technique de mesure par transduction electrique ne necessite pas d'intermedaire 
de reaction, pas plus que de marqueur specifique ni de reaction enrymatique. Elle 
donne satisfaction mais reste neanmoins perfectible en ce qui concerne la simplicite de 
35 mise en oeuvre et Faeces a une possibility de realisation de series de mesures rapides 
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de differents substrats, sans utiliser autant de capteurs qu'il existe de natures 
differentes de substrats a analyser. 

Selon cette technique, le phenomene d'effet de charges peut etre apprehende par 
mesure d'impedance electrochimique d'une structure semi-conducteur/isolant/ 
5 membrane sensible/liquide conducteur. Selon une variante, la caracterisation de 
PefFet de champ du a la variation de la charge superficielle induite par Pappariement, 
peut etre realisee a 1'aide d'un transistor a effet de champ polarise et sur lequel on 
mesure les variations du potentiel grille/source induit par Peffet de champ. 

II existe par ailleurs, des propositions techniques d'identification et/ou de 
10 dosage de molecules biologiques, qui combinent 

• d'une part, des moyens de revelation des substances a doser faisant 
appel a des marqueurs radioactifs, enzymatiques, fluorescents, colores, modificateurs 
de potentiel redox ou de pH, ou analogues, 

• et d' autre part, des moyens de transduction electrochimiques ou 
1 5 optoelectrochimiques. 

Malheureusement, une telle combinaison n'est pas de nature a supprimer les 
inconvenients lies aux techniques basees sur la revelation, ni a ameliorer les techniques 
d'analyse electrochimique. 

C'est ainsi que les brevets americains N° 4 591 550 et 5 500 188 divulguent un 

20 procede et un dispositif pour la determination et le dosage d'une ou plusieurs 
substances contenues dans un milieu liquide gazeux ou solide et capables de modifier 
les caracteristiques de photoreponse d'un element photosensible, comprenant des 
moyens de reconnaissance desdites substances. Ces derniers impliquent un mecanisme 
de revelation par un ou plusieurs produits traceurs susceptibles de modifier les 

25 caracteristiques physicochimiques du milieu d'analyse (pH, potentiel redox) et/ou 
susceptibles d'etre mis en evidence par un marqueur radioactif colore ou fluorescent. 
H s'agit done d'une technique hybride associant des moyens de transduction 
optoelectrochimique et des moyens de revelation physicochimiques. 
Le dispositif mis en oeuvre dans ce procede connu comprend un ou plusieurs capteurs 

30 constitues chacun par une plaquette de semi-conducteur (silicium recouvert d'une 
couche d'isolant Si0 2 ou nitrure de silicium), la surface de cette derniere etant 
eventuellement fonctionnalisee par des moyens de reconnaissance des substances a 
doser et/ou a identifier. Ce dispositif est egalement pourvu de moyens de polarisation 
de la structure semi-conducteur/isolant (e.g. circuit d'application d'une tension de 

35 polarisation, ledit circuit comprenant d'une part, une contre-electrode et une electrode 
de reference et etant relie, d' autre part, a la structure semi-conducteur/isolant). Le 
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dispositif comporte, en outre, des moyens d'irradiation du ou des elements 
photosensibles ainsi que des moyens de mesure de signaux electriques resultants, de 
detection et/ou d'identification des substances considerees. 

II est a noter que chaque element photosensible comprenant la structure semi- 

5 conducteur/isolant est necessairement associe a des moyens d'eclairement, des 
moyens de polarisation et des moyens de mesure. II s'ensuit une extreme complexite 
du dispositif dans ses variantes visant la multidetection de substances differentes, a la 
fois sur le plan de la structure en tant que telle et sur le plan de la prise en charge et 
du traitement des mesures et des signaux resultants. 

10 La couche d'isolant des elements photosensibles selon cet art anterieur, est 
fonctionnalisee dans le cas ou les substances a analyser sont des systemes affins 
PN/PNc, E/S, Ag/Ac. Dans ce cas, les ligands de reconnaissance fonctionnalisant la 
couche d'isolant sont systematiquement marques. Cela est illustre notamment pour 
1' analyse d'ADN ou ARN, dans laquelle les ligands complementaires de 

15 reconnaissance sont marques avec le biotine (Cf. colonne 14 lignes 49 a 63 de l'US- 
A-5 500 188). Dans de telles configurations, on doit done supporter tous les 
inconvenients lies a ces techniques de revelation par marqueur. II convient d'ailleurs 
d'observer que celles qui font intervenir 1'absorption ou remission de radiations 
lumineuses, risquent de surcrolt de perturber l'irradiation d' activation prevue selon ce 

20 procede. 

Dans l'hypothese ou il ne s'agit pas de systemes affins sous-tendant une 
fonctionnaUsation specifique de l'isolant des capteurs, les moyens traceurs sont e.g. 
des variations de pH ou de potentiel Redox. II doit etre considere que ces moyens ne 
sont pas des plus fiables car il existe bon nombre de facteurs dans le milieu d' analyse, 
25 qui est par exemple un liquide conducteur, susceptibles d'interferer sur ces 
parametres, sans que cela ne soit lie au dosage et a 1' identification des substances 
visees. 

De plus, bien qu'il n'exclut pas le fait que le signal mesure au sortir de leur capteur 
puisse etre le photopotentiel, la photoconductance, la photocapacitance ou la 

30 photoinductance, ou des combinaisons de celles-ci (colonne 3, lignes 36 et 37-US-A-5 
500 188), il est precise lignes 41 a 43 colonne 3 de ce meme brevet que le signal 
mesure est la resultante d'un changement d'un courant continu d'un courant alternatif 
ou de l'effet d'un courant continu sur un courant alternatif. Cette preference quant a 
la prise en compte du photocourant comme signal resultant, ressort egalement de 

35 maniere claire et exclusive des exemples de ces brevets US, dans lesquels on prend en 
compte soit le courant necessaire pour maintenir un potentiel constant entre l'element 
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sensible et la reference (colonne 19 Hgnes 4 a 7), soit les variations de ce courant, qui 
correspondent aux changements de Fenvironnement chimique au voisinage de Pisolant 
de l'element sensible (colonne 19 lignes 43 a 45) soit le potentiel requis pour 
maintenir un courant constant (colonne 19 lignes 62 a 65), soit la variation du courant 
5 d' alimentation des moyens d'irradiation necessaires pour maintenir un potentiel 
constant entre la structure de mesure et la reference (colonne 20 lignes 42 a 49). Cela 
ressort egalement des passages colonne 26 lignes 7 a 9 et lignes 30 a 34. 
II apparatt done que le signal central pris en consideration dans le procede et le 
dispositif selon les brevets US-A-4 591 550 et 5 500 188, est le photocourant mesure 
10 de maniere directe ou indirecte. Or, la relation entre Feclairement et ce photocourant 
est mal definie et englobe plusieurs phenomenes physiques. II en resulte done une 
incertitude sur Y interpretation des mesures. 

Force est done de constater, que cette proposition technique hybride evoquee ci- 
dessus, ne donne nullement satisfaction en matiere d' analyse qualitative et/ou 
15 quantitative de substances, en particulier biologiques, et plus particulierement encore 
polynucleotidiques. Les Demandeurs en veulent d'ailleurs pour preuve qu'il n'existe a 
ce jour sur le marche aucune application industrielle et commerciale de Finvention 
decrite dans ces brevets US N° 4 591 550 et 5 500 188. 

20 BKEF EXPOSE DE L'INVENTION : 

Aussi, pour poser la problematique a la base de la presente invention, les 
inventeurs se sont fixes notamment comme objectif essentiel de fournir un procede 
d'identification et de dosage de substances biologiques, de preference de 
25 polynucleotides, ce procede devant integrer notamment les specifications suivantes : 

- specificite, 

- haute sensibilite, 

- commodite de mise en oeuvre, 

- «applicabilite » a une grande variete de substances biologiques, et 
30 notamment aux substances polynucleotidiques, 

- faible cout de revient, 

- miniaturisation possible de fa9on a permettre des mesures 
analytiques, in situ et/ou in vivo, de fa?on continue ou discontinue ; 

- grande fiabilite 

35 - bonne reproductible 
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- acces a la multidetection, c'est-a-dire P identification et/ou le dosage 
de substances differentes (polynucleotides heteroclites) contenues 
dans un seul et meme milieu d'analyse, 

- application au diagnostic de maladies virales, genetiques, des lors 
5 qu'il s'agit de multidetection simple a mettre en oeuvre a interpreter 

vis-a-vis de polynucleotides. 
Pour satisfaire a ces objectifs, parmi d'autres, les inventeurs ont eu le merite de mettre 
en evidence, de fa?on tout a fait surprenante et inattendue, que les appariements 
specifiques entre des molecules de preference biologiques et plus preferentiellement 

10 encore entre des brins polynucleotidiques complementaires, induisent une 
modification de la charge electrique superficielle dans une structure multicouches, 
semi-conducteur Sc/isolant Is fonctionnalise superficiellement. Cette modification 
intervient plus precisement a Finterface avec un milieu liquide conducteur LC, ledit 
effet de charge constituant le signal de base d' identification et de dosage, per$u de 

15 maniere directe ou indirecte par des moyens de transduction optoelectrochimiques. 

La mise en pratique de ce concept original et avantageux s'est exprime au 
travers de la presente invention, qui a done pour objet un precede d' identification 
et/ou de dosage de Substances Biologiques - de preference electriquement Chargees - 
(SBC), presentes dans un milieu Liquide Conducteur LC, a Faide d'au moins un 

20 capteur d'affinite comprenant au moins une structure comportant au moins un 
materiau semi-conducteur Sc, revetu sur au moins Tune de ses faces d'au moins une 
couche d'isolant Is, cette derniere presentant a sa surface au moins une sonde So, en 
contact avec le milieu conducteur LC et comprenant une ou plusieurs Substances 
Biologiques de Reconnaissance specifique (SBR) par interaction affine, des SBC du 

25 milieu LC sus-vise, 

caracterise en ce qu'il consiste essentiellement a : 

- a - selectionner a titre de sonde(s) So, des SBR non-marquees, 

- b - faire en sorte que le niveau de Fermi du Sc corresponde 

sensiblement au, ou passe par le niveau intrinseque en surface 
30 du Sc, 

- c - soumettre le Sc a un eclairement periodique comprenant des 

photons dont Fenergie est > a 1 'energie de la bande interdite du 
Sc, 

- d - mesurer directement ou indirectement les variations AVbp du 
35 potentiel de bandes plates Vbp du Sc, induites par un phenomene 

d'eflfet de charges directement et essentiellement lie aux 
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appariements specifiques des SBC du milieu conducteur LC 
avec leurs ligands complementaires SBR de la ou des sondes So, 
a P exclusion : 

(i) des variations resultant d'eventuels effets de charges et/ou de 
5 transferts de charges provoques par des reactions chimiques 

catalysees par des enzymes et dans lesquelles se produit une 
consommation d'une partie des substances a detecter, 

(ii) et des variations de la photoreponse liees a P apparition dans 
le milieu LC d'au moins un produit traceur susceptible d'etre 

10 revele au travers de variations de pH ou de potentiel Redox, 

et/ou au travers de marqueurs, de preference du type de ceux 
absorbant ou emettant des radiations (fluorescents, radioactifs, 
colores, e.g.). 

- e - et interpreter les signaux recueillis en termes d'identification 
1 5 et/ou de dosage des SBC du LC. 

Un tel mode de mesure par transduction optoelectrochimique repond aux 
specifications recherchees de simplicity sensibilite, specificite, fiabilite et 
reproductibilite. 

Par ailleurs, la technique selon Pinvention presente egalement Tavantage 
20 d'etre reversible. En effet, on peut aisement realiser le desappariement des especes 
complementaires ayant reagi specifiquement au niveau de la membrane sensible de la 
structure semi-conductrice. La membrane sensible peut etre ainsi regeneree apres 
chaque utilisation et ce a de multiples reprises. 

De tels resultats avantageux etaient, a priori, difficilement previsibles. 
25 En particulier, cette technique s'est revelee etre d'une efficacite 

remarquable dans le cadre de la reconnaissance de sequences polynucleotidiques par 
hybridation des monobrins d'acides nucleiques (ligands), qui forment ces sequences, 
avec des monobrins polynucleotidiques complementaires, immobilises sur la couche 
d'isolant de la structure Sc/Is. Ainsi, selon un mode prefere de mise en oeuvre du 
30 procede selon l'invention les SBC sont des polynucleotides PN et les SBR sont des 
polynucleotides PNc. 

La presente invention permet d'envisager, notamment, la reconnaissance de sequences 
nucleotidiques, par exemple en vue de la detection de maladies genetiques, de la 
detection et la caracterisation de virus, de bacteries et de parasites ou pour 
35 Tetablissement de cartes genetiques, Tetude de Texpression et/ou de la mutation des 
genes. 
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Outre, I'hybridation nucleotidique, il est envisageable d'exploiter d'autres 
appariements specifiques que sont par exemple, les mecanismes biochimiques de 
couplage immunologique, voire de complexation enzyme/substrat, pour peu que 
l'appariement entraine une variation de charges electriques a la surface de Is. 

5 

EXPOSE DETADLLE DE L'INVENTION : 

Le principe d' analyse qui gouverne le procede selon 1' invention est 
exclusivement optoelectrique ou optoelectrochimique. Cela signifie que Ton a a faire 

10 a une reconnaissance biochimique affine, c'est-a-dire qui ne fait pas intervenir de 
reactions chimiques ou enzymatiques et qui se deroule sans production ou 
consommation d'especes chimiques intermediaires. En outre, la revelation de cette 
reconnaissance biochimique affine ne se fait pas au travers d'une detection indirecte a 
l'aide de moyens physicochimiques de revelation : traceurs colores, fluorescents, 

15 radioactifs, potentiels redox, pH. Conformement a I'invention, la reconnaissance 
biochimique s'opere essentiellement, voire exclusivement par une transduction 
optoelectronique soustendant la polarisation de la structure Sc/Is par rapport a LC, 
ainsi que l'eclairement periodique de ladite structure. 

Au sens de I'invention, 1'expression « electriquement chargees » signifie 

20 que lors de Interaction affine de la PN C avec la PN, la charge electrique de surface 
est modifiee. 

La premiere etape - a - du procede selon I'invention consiste a mettre 
exclusivement en oeuvre des sondes So, en particulier des PNc, non marques, c'est-a- 
dire non porteurs de moyens de revelation physicochimiques (fluorescence, 

25 colorimetrie, radioactivite, potentiel redox, pH). 

Dans le cas d'une structure fonctionnalisee en surface par des sondes 
constitutes par des monobrins polynucleotidiques PNc par exemple d'ADN, 
I'hybridation de ces derniers avec les brins a doser ou a identifier dans le milieu LC 
entraine un accroissement de charges sur la surface de la structure. Ceci conduit a une 

30 modification de la repartition des porteurs de charge dans la zone de charge d'espace 
du semi-conducteur, afin de satisfaire au nouvel equilibre thermodynamique de la 
structure. Cette nouvelle repartition se traduit par une modification de la courbure des 
bandes du semi-conducteur dans sa zone interfaciale en contact avec le dielectrique. 
Le potentiel de bandes plates Vbp est le potentiel qu'il faut appliquer au semi- 

35 conducteur par rapport au milieu LC (electrolyte) en contact avec le dielectrique Is 
pour obtenir une courbure nulle des bandes du Sc. Conformement a I'invention, on 
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mesure cette grandeur physique Vbp ou sa variation AVbp, de maniere a caracteriser 
Fetat d'equilibre de la structure. Ainsi, la modification de la charge de surface 
correspond a une variation de Vbp, qui est elle-meme une signature de Fhybridation 
PN/PNc. 

5 Pour qu'il y ait variation de la courbure de bandes du Sc et done de Vbp, il convient 
conformement a Fetape b du procede selon Finvention, de creer une courbure de 
bande initiale du Sc, en procedant a Fajustement des niveaux de fermi du Sc et du 
milieu LC, de preference par Fimposition d'une tension de polarisation Vp continue a 
la structure Sc/Is - PNc, par rapport au milieu LC. 

10 Conformement a un premier mode de mise en oeuvre du procede selon 

F invention, Fajustement du niveau de Fermi du semi-conducteur Sc sensiblement a 
son niveau intrinseque en surface, s'opere en imposant une tension de polarisation Vp 
au Sc par rapport au LC, selon un balayage entre une tension negative et une tension 
positive limites, choisies de telle sorte que le niveau de Fermi du Sc passe par son 

1 5 niveau intrinseque en surface, Vp evoluant ainsi avantageusement dans une gamme de 
tension correspondant au regime de desertion et de faible inversion du Sc. 

Cette polarisation continue est associee, d'une part a Feclairement 
periodique selon Fetape c et d'autre part, a une mesure des variations de Vbp suivant 
Fetape d. Cette mesure est effectuee comme suit : 

20 > recueil du photopotentiel (Vph) aux bornes du Sc (entre Sc et LC) 

et/ou du photocourant (Iph) 

> calcul des impedances optoelectrochimiques en phase Zop et/ou en 
quadrature Zoq pour chaque valeur de Vp, 

> realisation de la (ou des) courbe(s) Zop et/ou Zoq et/ou Vph et/ou 
25 Iph en fonction de Vp, 

> et suivi du deplacement de cette (ou ces) courbe(s) parallelement a 
Faxe des abscisses (potentiels Vp), ledit deplacement correspondant 
aux variations de Vbp recherchees. 

Les impedances optoelectrochimiques Zop et Zoq permettent d'acceder aux 
30 proprietes energetiques de la structure Sc/Is-So ainsi que de sa zone interfaciale avec 
le LC, et notamment aux differents efFets de charge pouvant intervenir aux interfaces. 
Ces impedances optoelectrochimiques Zop et Zoq sont liees au photopotentiel Vph et 
au courant Ihv, generes suite a Fexcitation lumineuse periodique du Sc, par ailleurs 
soumis a une polarisation continue. En efFet, Feclairement module - c - du Sc par des 
35 photons d'energie superieure ou egale a la largeur de sa bande interdite, genere des 
paires electrons-trous, porteurs de charge. Ces derniers sont separes sous Feflfet du 
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champ electrique existant dans la zone de charge d'espace du semi-conducteur Sc 
(dans la zone en contact avec le dielectrique Is). Ce phenomene entraine V apparition 
de Ihv periodique dans le semi-conducteur Sc, ce qui conduit aux bornes de la 
structure Sc/Is-So a un photopotentiel Vph periodique ou a un photocourant Iph 
5 periodique. 

II est done possible d'utiliser indifferemment Vph et/ou Iph et/ou les 
composantes impedimetriques Zop et/ou Zoq, en tant que parametres de transduction 
des phenomenes energetiques d'efFet de charge, directement lies aux appariements 
auxquels on s'interesse. 

10 Dans le cas ou la puissance de Peclairement selon Petape c est faible, les 

impedances optoelectrochimiques Zop et Zoq sont des fonctions de transfert reliant 
Vph a Ihv induit par Peclairement module. Plus precisement, les impedances 
optoelectrochimiques Zop et Zoq de la region de la zone de charge d'espace du Sc 
sont directement proportionnelles aux valeurs efficaces des composantes en phase et 

15 en quadrature du Vph mesure. Le coefficient de proportionnalite depend de Pintensite 
ou de la puissance, de Peclairement. 

Le photopotentiel est done Fimage de Fimpedance opto-electrochimique de la 
structure. 

Dans cette variante, on prefere que Peclairement soit non seulement faible 
20 mais egalement sensiblement sinusoidal. 

Dans le cas ou Peclairement mis en oeuvre a Petape c est fort, on accede 
aux variations de Vbp, dans le cadre de Petape d, de preference : 

■ en recueillant Vph et/ou Iph, 

■ en etablissant la courbe Vph = f (Vp) et/ou Iph = f(Vp), 

25 ■ et en suivant le deplacement de cette (ou ces) courbe(s) parallelement a 

Paxe des abscisses (potentiels Vp), ledit deplacement correspond aux A Vbp 
recherchees. 

En efFet, a fort eclairement, si la charge de surface varie du fait de 1'appariement des 
PN du LC avec les PNc des sondes So de la structure Sc/Is, il s'ensuit une 
30 modification du Vbp qui se traduit par un glissement de la courbe de la valeur efficace 
du photopotentiel Vph et/ou du photocourant Iph, parallelement a Faxe des potentiels 
de polarisation de la structure. 

Selon Finvention, les notions de faible et fort eclairement sont definies 

comme suit : 

35 - le faible eclairement est un eclairement qui conduit a une perturbation du 

second ordre de la structure par rapport a Fequilibre thermodynamique dans 
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Fobscurite. II est de preference inferieur ou egal a 10 nW/cm 2 et preferentiellement a 
1 \iW/cm 2 . 

- le fort eclairement est un eclairement qui perturbe fortement Fequilibre 
thermodynamique de la structure dans Fobscurite. II est de preference superieur a 
5 10 nW/cm*. 

Dans les variantes a faible et a fort eclairement evoquees ci-dessus, pour 
la description du premier mode de mise en oeuvre du precede selon P invention, les 
calculs de Zop et/ou Zoq, le pilotage et 1' acquisition des mesures, ainsi que le tra?age 
des courbes Zop et/ou Zoq et/ou Vph et/ou Iph = fl(Vp), se font par F intermediate 
10 d'un microordinateur, selon des procedures connues en soi (notamment calcul des 
impedances selon la loi d'Ohm). 

Conformement a un deuxieme mode de mise en oeuvre du precede selon 
Finvention, on adopte la methodologie suivante : 

A dans Fetape b : on fixe le niveau de Fermi du Sc sensiblement au 
15 niveau intrinseque en surface du Sc, en imposant une tension de 

polarisation Vpi correspondant environ a Fabscisse du point 
d'inflexion de la courbe Vph = f (Vp) ou Zoq = £(Vp) ou Iph = 
f(Vp), Vph, Zoq et Iph etant tels que definis supra (p.9 1.4 a 7), de 
telle sorte que Fordonnee de ce point d'inflexion corresponde 
20 environ a Vph max/2, Zoq max/2 ou Iph max/2 ; 

A et dans Fetape d, on apprehende les variations AVbp de Vbp : 

(i) par la mesure de F evolution de Vph et/ou Iph et/ou Zoq, dans le cas 
ou les variations AVbp sont faibles et en considerant queVbp varie 
lineairement avec Vph, alors AVbp = KAVph, ou K represente la 

25 pente de la courbe Vph = f(Vp) au point d'inflexion ; 

(ii) et/ou par la prise en compte des variations de la tension de 
polarisation AVp, rendues necessaires pour reguler et maintenir 
constant Vph max/2, Zoq max/2 ou Iph max/2, cet ajustement AVp 
etant le reflet de AVbp. 

30 II s'agit done selon ce mode de mise en oeuvre de polariser la structure 

Sc/Is de telle sorte que le niveau de Fermi soit au voisinage de la position intrinseque 
du semi-conducteur Le potentiel impose Vpi est voisin du potentiel correspondant au 
point d'inflexion de la courbe d'allure sigmoidale du photopotentiel Vph, du 
photocourant Iph ou de Fimpedance optoelectrochimique en quadrature Zoq en 

3 5 fonction du potentiel de polarisation Vp. 
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Au sens de P invention, on entend par « voisinage » du niveau de Fermi 
par rapport au niveau intrinseque en surface du Sc, la position voisine du milieu de la 
bande interdite du semiconducteur a sa surface au contact de Pisolant Is, dans une 
plage telle que le semiconducteur se trouve en surface en situation de desertion ou 
5 faible inversion, de telle sorte que Ie photopotentiel Vph, et/ou le photocourant Iph, 
et/ou 1' impedance optoelectrochimique en quadrature Zoq varie beaucoup avec le 
potentiel de polarisation Vp. 

Par suite, « Vpi correspondant environ au potentiel du point d' inflexion », 
doit s'entendre, selon Pinvention, par une plage d'incertitude de ± 0,5 Volt. 

10 L'ordonnee du point d'inflexion de ces courbes Vph, Iph ou Zoq = f (Vp) 

est avantageusement choisie comme parametre de reference a maintenir constant dans 
le cadre de cette regulation par ajustement de Vp. La reference est en pratique donnee 
par la valeur maximale qu'atteint Vph, Iph ou Zoq dans chacune des courbes 
sigmoTdales caracteristiques. 

15 Vph max, Iph max et Zoq max correspondent en d'autres termes a la 

valeur maximale du photopotentiel, du photocourant et de P impedance 
optoelectrochimique en quadrature, respectivement, lorsque le semi-conducteur est en 
regime de forte inversion. 

Dans la mesure ou la determination de la valeur de consigne Vpi passe 

20 par la prise en compte de Pabscisse et de Pordonnee du point d'inflexion d'au moins 
Pune des courbes Vph ou Zoq ou Iph = f(Vp), il est prevu dans ce deuxieme mode de 
mise en oeuvre d'etablir au moins Pune desdites courbes, de preference comme decrit 
supra pour le premier mode de mise en oeuvre. 

La variante (i) de Petape d selon ce deuxieme mode de mise en oeuvre 

25 consiste a suivre AVbp par la mesure de la variation de Vph, Iph ou Zoq, apres 
calibration. Cela revient a etablir la courbe Vph et/ou Iph et/ou Zoq = f(t) et de 
considerer que toute variation AVph, Alph ou AZoq correspond a une variation 
AVbp. La variante (i) est utilisable dans le cas d'une variation moderee du Vbp 
permettant d'etablir une relation simple (lineaire par exemple) entre A Vph et AVbp. 

30 En pratique, on prefere recourir a la variante (ii) de Petape d selon le 

deuxieme mode de mise en oeuvre du procede conforme a Pinvention. Dans cette 
variante, on maintient Vph max/2 constant en ajustant la polarisation Vp de la 
structure, de preference par Pintermediaire d'une regulation electronique. 
Le AVp de regulation correspond au AVbp que Pon cherche a mesurer. 
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Selon une disposition avantageuse de Finvention, la regulation 
electronique que Ton peut mettre en oeuvre dans le cadre de la variante (ii) de prise 
en compte de AVp, s'effectue de la fa$on suivante : 

- on detecte v ph , 

5 - on amplifie eventuellement le signal v ph , 

- on redresse eventuellement ce signal de maniere a disposer d'un 
signal continu v'ph, 

- on compare ce signal continu a un signal de reference U 
correspondant sensiblement a la valeur de v' ph max/2 (ordonnee de 

10 point d'inflexion de la courbe v' ph = F (Vp) soit v' ph max/2), 

- on recueiUe la difference A (v'pjj-U) entre V'pj, et U, 

- on amplifie eventuellement A(v* ph -U), 

- on applique Aty'^-LI) eventuellement amplifiee entre Sc et LC en 
complement de Vp, 

15 - on enregistre A(V' ph -U). 

L'interet d'une telle procedure de regulation resulte du fait que le 
potentiel electriquement impose est directement et lineairement Fimage des variations 
de Vbp provoquees par les interactions a la surface du dielectrique Is. II est done 
independant des proprietes de la structure et permet d'obtenir une bonne sensibilite et 
20 une excellente reproductibilite de mesure. 

Selon la nomenclature adoptee dans le present expose, Vph designe aussi 
bien le photopotentiel primaire v ph mesure entre Sc et LC que v 7 ^ correspondant a 
vph redresse et eventuellement amplifie. 

S'agissant de Fetape c d'eclairement, qui est commune aux deux modes 
25 de mise en oeuvre evoques ci-dessus, il y a lieu de preciser que ledit eclairement peut 
etre efifectue en regard de n'importe quelle zone des faces externes de la structure 
Sc/Is-So, y compris sur son epaisseur le cas echeant, voire sur la totalite de Pexterieur 
de cette structure. 

En d'autres termes, V eclairement periodique de la structure Sc/Is est done effectue 
30 soit en regard de la ou des faces externes du Sc, soit en regard de la ou des faces 
externes de Tisolant Is, soit en regard de toutes les faces externes de la structure. 
De preference, pour Fetape c, on choisit la longueur d'onde de Feclairement X de telle 

1240 

sorte qu'elle soit superieure ou egale a L = — : — ■ — — -nm, de 

E(6nergie bandemterdite) 

preference comprise entre 100 et 3000 nm, E etant Fenergie de la bande interdite de 
35 Sc exprimee en electron-volt. 

Ce seuil est fonction de la nature du semi conducteur. 
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Selon un troisieme mode de mise en oeuvre du precede selon 1' invention, 
on peut eliminer radicalement les reponses non specifiques, en mettant en oeuvre une 
mesure differentielle, selon laquelle, on fait intervenir dans le capteur d'affinite au 
moins une autre structure Sc/Is de reference, dans laquelle Is n'est pas fonctionnalise 
5 par So, et en suivant la difference entre les Vbp mesurees par les 2 capteurs, ainsi que 
la variation de cette difference. 

Dans ce troisieme mode de mise en oeuvre la structure Sc/Is-So de mesure et la 
structure Sc/Is de reference sont mises au contact du meme milieu LC. Elles sont 
polarisees de la meme fa?on, de preference au moyen d'une meme contre-electrode, 
10 une electrode de reference n'etant pas necessaire. Enfin, conformement a 1'etape c, 
elles sont soumises a un meme eclairement de lumiere modulee. 

Par ailleurs, les moyens d'interpretation des signaux recueillis mis en oeuvre dans 
1'etape d sont choisis de maniere a permettre le suivi de la difference entre les 
potentiels de bande plate VbpO et Vbpl propres aux deux structures Sc/Is et Sc/Is- 
15 So, respectivement. 

Cette disposition permet d'obtenir une mesure tres precise et en continu de la 
variation du Vbpl de la structure Sc/Is-So fonctionnalise, en s'affranchissant des 
phenomenes parasites pouvant apparaitre et qui sont lies a d'autres parametres que 
I'appariement et, en particulier, que Fhybridation PN/PNc. 
20 Un quatrieme mode de mise en oeuvre du procede selon T invention est 

caracterise, en ce que, dans une etape prealable ao, on fonctionnalise differentes zones 
de la surface d'une couche d'isolant Is d'une meme structure Sc/Is, par plusieurs 
sondes So differentes de par la nature des PNc qui les composent, et on realise ensuite 
a 1'aide de cette structure Fanalyse de LC contenant un ou differents substrats PN : 
25 - par eclairements successifs des zones de la surface de FIs, lesdites 

zones etant chacune fonctionnalisee par une meme So (PNc 
identiques), la nature des So variant d'une zone a Tautre, 
- et par recueil et interpretation des AVbp. 
Ce quatrieme mode de mise en oeuvre correspond a la multidetection de substrats, en 
30 particulier de PN, de natures differentes, dans le domaine de la genetique. La 
multidetection selon Tinvention permet d'acceder a des methodes de detection simple 
et rapide de maladies virales et de maladies genetiques. II est egalement envisageable 
de realiser des verifications de compatibility tissulaire, de meme que des cartographies 
de populations heterogenes de polynucleotides, par exemple de genomes. Cela 
35 constitue en outre un outil pour 1' etude de la mutation des genes, de l'expression des 
genes, ou du sequen^age genomique. 
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L'interet de la multidetection selon ce quatrieme mode de mise en oeuvre reside dans 
la simplicity methodologique et structurelle du procede et du dispositif 
correspondants. 

De maniere commune aux troisieme et quatrieme modes de mise en 
5 oeuvre evoques ci-dessus, a savoir respectivement la mesure differentielle et la 
multidetection, il y a lieu de noter que Fetape de mesure directe ou indirecte de AVbp 
peut etre realisee conformement a la procedure decrite pour le premier mode de mise 
en oeuvre dans Tune ou F autre de ces variantes a faible ou a fort eclairement, de 
meme que selon la procedure propre au deuxieme mode de mise en oeuvre, quelle que 
10 soit la variante (i) ou (ii) retenue. 

H va de soi que Finvention n'est pas limitee a ces quatre modes de mise en 
oeuvre, mais elle englobe egalement toutes les methodes de mesure envisageables et 
analogues, fondees sur la reconnaissance de la variation du potentiel de bandes plates 
(AVbp) d'une structure Sc/Is-So possedant une zone sensible faite de sondes So a 
15 base de substances biologiques de reconnaissance SBR (e.g. des PNc) aptes a reagir 
specifiquement avec des susbtances biologiques electriquement chargees SBC (e.g. 
des PN) dans un milieu LC. 

Avantageusement, les substrats a analyser sont des PN, de preference 
choisis dans la liste suivante : 
20 nucleotides, oligonucleotides, polynucleotides, acides nucleiques (ADN ou AKN) 
ainsi que les analogues et les melanges desdits substrats. 

Conformement a Finvention, les sondes So mises en oeuvre dans le procede sont des 
moyens de reconnaissance specifique, en particulier des PNc, non-marques, c'est-a- 
dire non porteurs de moyens de revelation de Fappariement PN/PNc (fluorescence, 

25 colorimetrie, radioactivite). 

Bien que Fon privilegie des substances biologiques du type sequence 
polynucleotidique (ARN, ADN, gene, plasmide ou tout autre materiel genetique), cela 
n'exclut pas pour autant d'autres substances biologiques du type antigene, haptene, 
anticorps ou, de maniere generale, toute espece d'un couple forme par une 

30 macromoleculaire biologique et son complement specifique. Comme exemples de 
couples ou de paires d'appariement specifique, on peut citer : antigene-anticorps, 
haptene-anticorps, ADNc/ADN, ARNc/ARN, poly dT-ARNm, eucaryote, 
lectineglycoconjugue, marqueur de cellules (ou de microorganismes)-cellules (ou 
microorganisme), HcG- recepteur tissulaire et T3 - TGB (thyroxin binding protein). 

35 Le procede selon Finvention passe tout d'abord par Fimmobilisation d'au 

moins un type de ces especes biologiques PNc reactives pour constituer la ou les 
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sondes So. Celle-ci peut se faire directement sur la couche isolante ou a Faide d'un 
materiau intermediate (composes d'espacement par exemple), accole a l'isolant Is et 
apte a recevoir par liaison physique (e.g. adsorption-absorption) et/ou chimique (e.g. 
liaison covalente), les ligands biologiques specifiques PNc. 

Selon T invention, il est parfaitement envisageable de prevoir une des 
sondes So heterospecifiques, formees d'especes biologiques PNc de natures 
differentes, aptes a reagir avec Ieurs complementaires. 

Le milieu liquide conducteur LC utilise peut etre toute solution tampon 
compatible avec les substances biologiques considerees PN. Ce milieu liquide LC 
possede avantageusement une conductivity equivalente a celle d'une solution aqueuse 
de NaCl ayant une concentration pouvant aller de 0,005M a 3M et preferentiellement 
de 1'ordrede 0,1 M. 

Le pH du milieu liquide peut etre compris entre 0 et 12, de preference entre 6 et 8 de 
fagon a favoriser les appariements par bioaffinite. La stringence du milieu liquide peut 
egalement etre ajustee pour favoriser V hybridation. 

Les interactions non specifiques, par echange d'ions ou par interactions hydrophobes, 
peuvent etre supprimees en tout ou partie a Faide de tampon de force ionique 
appropriee. (e.g. Tris-HCl/Tris-base). 

Avantageusement, la temperature de mesure peut etre comprise entre 0 et 
50°C. Elle est controlee plus precisement de fafon a favoriser les reactions 
biochimiques concernees. 

La presente invention a egalement pour objet un dispositif pour la mise en 
oeuvre du procede tel que decrit supra, ledit dispositif etant caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- au moins un capteur d'affinite forme par au moins une structure 
Sc/Is-So dans laquelle la ou les sondes So comprennent des ligands 
SBR aptes a s'hybrider specifiquement avec les substances 
biologiques SBC a analyser, contenues dans le milieu liquide 
conducteur LC, en provoquant un phenomene d'effet de charge, a 
Torigine des AV^du Sc, 

- des moyens de polarisation du Sc par rapport au LC, 

- des moyens d'eclairement du Sc du capteur, 

- des moyens de mesure du photopotentiel Vph ou du photocourant 
Iph, 

- des moyens de transformation des signaux recueillis en variation de 
Vbp, 
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- et des moyens de calcul et d' interpretation des AVbp en termes 
d'identification et/ou de dosage des substances biologiques SBC. 
Grossierement, ce dispositif comprend done 

- d'une part une ou des structures multicouches semi-conductrices 
5 simples, assimilables a des electrodes de mesure, 

- de deuxieme part, une source de lumiere modulee pour Teclairement de 
cette ou ces structures, 

- et de troisieme part, des peripheriques electroniques de polarisation 
electrique, de mesure, de calcul et d'interpretation. 

10 Les mesures du photopotentiel Vph et/ou des impedances optoelectrochimiques en 
phase Zop et/ou en quadrature Zoq sont realisees dans une configuration de circuit 
ouvert e'est-a-dire que le circuit de mesure doit comporter une tres forte impedance 
de charge. 

Les mesures de photocourant Iph sont realisees avantageusement dans une 
15 configuration de circuit ferme (court-circuit). 

Ces moyens techniques relevent de technologies classiques et parfaitement maitrisees 

par les hommes de Tart. 

En outre, ce dispositif beneficie d'un faible cout de revient. II peut etre 

produit aisement a Techelle industrielle et offre une grande fiabilite et une bonne 
20 reproductible de mesure. 

De surcroit, le caractere deja miniaturise voire « miniaturisable » des 

capteurs d'affinite constituant le dispositif, ouvre des perspectives prometteuses 

notamment pour certaines applications in vivo ou in vitro. 

De maniere preferee, mais non limitative, Pelectrode de mesure (e'est-a- 
25 dire la structure multicouches Sc/Is-So) du capteur d'affinite du dispositif, est formee 

par au moins une plaquette de Sc, de preference en silicium, recouverte sur Tune de 

ses faces d'au moins une couche Is d'isolant de preference en silice, a la surface de 

laquelle sont fixees au moins une sonde So sensible comprenant au moins un ligand 

d'appariement biospecifique, de preference des polynucleotides PNc de 
30 reconnaissance specifique par hybridation, 

ce capteur comportant egalement au moins un contact ohmique permettant la 

connexion de la structure Sc/Is-So, notamment, avec les moyens de polarisation et/ou 

les moyens de mesure de Vph. 

Le dispositif comprend outre cette structure Sc/Is-S , au moins une 
35 electrode auxiliaire, eventuellement prevue sur la couche Is de la Structure Sc/Is-So. 
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Avantageusement, la couche de materiau dielectrique bloquant Is est par 
exemple, une couche d'oxyde et/ou de nitrure ou tout autre materiau mineral ou 
organique de faible epaisseur, empechant ou limitant les phenomenes faradiques. 
Cette structure est associee a un milieu liquide conducteur contenant les substances 
5 SBC a doser a detecter ou a identifier LC. 

En pratique, le silicium choisi a titre de semi-conducteur est du type n ou p 
moyennement dope, de preference a hauteur de 10 i5 a 10 19 cm* 3 , de preference 10 16 
cnr 3 . L' epaisseur de la plaquette de silicium est, par exemple, comprise entre 0,01 et 2 
mm. 

10 La couche isolante Is est avantageusement constitute de silice ou de nitrure de 
silicium. Elle a pour fonction d'anihiler d'eventuels processus faradiques qui 
pourraient perturber les mesures, par Tintermediaire de signaux electriques parasites. 
Cette couche Is permet egalement d'eviter les difficultes liees a une possible corrosion 
du materiau semi-conducteur par le milieu conducteur LC en contact. 

15 L' epaisseur de cette couche Is est comprise entre 1 et 500 nanometres, de preference 
entre 1 et 50, et plus preferentiellement encore est de Fordre de 10 nanometres. 
La couche dielectrique Is supporte les sondes So PNc, lesquelles constituent ce qu'on 
pourrait denommer membrane bio-receptrice en contact avec le milieu LC. 

20 DESCRIPTION DES FIGURES : 

- La Figure 1 est une representation schematique du dispositif d'analyse 
qualitative et/ou quantitative de substances biologiques, de preference 
polynucleotidiques PN present dans un milieu liquide conducteur LC, conforme a 

25 Tinvention. 

- Les Figures 2 et 3 sont des vues en coupe transversale droite, de 
variantes de realisation du capteur d'affinite montre a la Figure 1. 

- La Figure 4 represente le schema du circuit electrique de mesure des 
impedances optoelectrochimiques Zop, Zoq du capteur d'affinite selon Tinvention, 

30 conformement au premier mode de mise en oeuvre du procede, dans sa variante faible 
eclairement. 

- La Figure 5 represente le schema synoptique d'une forme d'execution 
particuliere du dispositif de mesure selon Tinvention correspondant a la variante ii de 
la deuxieme forme de mise en oeuvre du procede selon Tinvention. 


WO 98/57157 


PCT/FR98/01213 


19 


- La Figure 6 est une representation schematique en coupe transversale 
droite d'une forme d'execution du dispositif selon Tinvention, a savoir le capteur 
differentiel correspondant au troisieme mode de mise en oeuvre du procede. 

- La Figure 7 annexee est un schema de principe de la structure 
5 multicapteur Sc/Is-SOi a So n . 

- La figure 8 annexee montre les courbes Zop et Zoq = F(Vp) obtenues. 

- La Figure 9 correspond aux courbes d' impedances obtenues a chaque 
etape d'elaboration d'une structure active fonctionnalisee pour la reconnaissance de 
brins simples d'ADN. 

10 - La Figure 10 est une courbe Vph = F(Vp) obtenue a l'exemple 3 pour 

illustrer un premier mode de mise en oeuvre du procede a fort eclairement. 

- La Figure 1 1 donne la reponse en A Vp de la structure fonctionnalisee 
pour la detection d' oligonucleotides. Exemple 4 - 2eme mode de mise en oeuvre - 
variante (ii) - 

15 

La presente invention sera comprise a la lumiere de la description qui suit, d'exemples 
de realisation du dispositif et de mise en oeuvre du procede qu'elle concerne, en 
reference aux dessins annexes. Ces illustrations non limitatives font ressortir de 
nombreux avantages et variantes de V invention. 

20 

*** 

La Figure 1 montre le dispositif selon Tinvention qui comprend un capteur 
d'affinite 1 forme par une structure 7 Sc/Is-So au contact, par sa face supportant les 
So, avec un milieu liquide conducteur LC, designe par la reference 2. Ce dispositif 

25 comporte egalement des moyens de polarisation 3, des moyens d'eclairement 4, des 
moyens 5 de mesure de Vph, et une unite 6 de calcul et de commande comprenant des 
moyens de transformation des signaux recueillis en variation de Vbp et des moyens de 
calcul et d'interpretation des AVbp en terme d'identification et/ou de dosage des 
substances biologiques electriquement chargees a analyser, egalement designees SBC. 

30 Le capteur d'affinite 1 est constitue par une structure 7 Sc/Is-So, elle-meme formee 
par une plaquette Sc de silicium 7.1, une couche d'isolant Is en silice 7.2 et des 
sondes So designees par la reference 7.3, fixees sur la surface de Fisolant Is 7.2 pour 
fonctionnaliser cette derniere. Selon une variante, on peut deposer eventuellement a la 
surface, une couche fonctionnelle permettant de mieux accrocher les sondes So. Le 

35 capteur d'affinite 1 est pourvu sur sa face externe opposee a celle porteuse des sondes 
So 7.3, d'un contact ohmique 8 relie aux moyens de polarisation 3. Le contact 
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ohmique 8 est isole du milieu LC 2 par F intermediate d'un joint 8, peripherique. Ce 
dernier coopere par contact etanche avec un support isolant 8 2 sur lequel repose en 
somme le capteur 1. Avantageusement, ces sondes sont constitutes par des 
Substances Biologiques de Reconnaissance specifique (SBR) des SBC. Dans le 
present exemple, les SBC et les SBR sont des polynucleotides PN et PNc. 
Une electrode de reference 9 et une contre-electrode 10 baignent egalement au sein 
du milieu 2 conducteur LC avec le capteur d'affinite 1. Ces deux electrodes 9 et 10 
sont connectees aux moyens de polarisation 3. 

Conformement a une caracteristique preferee de F invention, une resistance de charge 
elevee est prevue dans le circuit potentiostatique de mesure. Avantageusement, cette 
resistance elevee R L est inseree dans la connexion reliant la contre-electrode aux 
moyens de polarisation 3. En pratique, la resistance R L est preferablement superieure 
a 100 k£2, de preference 50 M£2 et plus preferentiellement encore est de Fordre de 
100 Mil. 

Les Figures 2 et 3 montrent chacune une variante de realisation du 
capteur d'affinite 1 dans laquelle la structure 7 constitue le fond d'une cellule de 
mesure comprenant des parois 1, et un joint 1 2 assurant Fetancheite entre le fond 7 et 
lesdites parois l t . 

Les elements communs aux Figures 1 a 3 sont designes par les memes 

references. 

La variante de la Figure 2 se distingue de celle de la Figure 3 en ce que la 
zone sensible comprenant les sondes So 7 3 est delimitee dans la premiere alors qu'elle 
ne Fest pas dans la seconde (toute la surface de FIS comporte des sondes So 7 3 ). 
Les moyens de polarisation 3 du dispositif selon Finvention sont, de preference, 
constitues par un potentiostat adapte, ayant par exemple une forte constante de temps 
(superieure a 1 s). II permet la polarisation de la structure tout en ne perturbant pas le 
photopotentiel Vph. 

Dans Fexemple montre sur le schema synoptique de la Fig* 1, qui correspond a une 
realisation preferee de Finvention, les moyens d'eclairement 4 comportent au moins 
une source de lumiere, en F occurence une, disposee 

■ soit en regard de la membrane bioreceptrice 7.3. formee par les sondes 
So fixees sur Fisolant Is 7.2, 

■ soit en regard de la face du Sc 7.1 opposee a la face 7.3. porteuse du 
contact ohmique 8 (hypothese symbolisee par des pointilles sur le schema de la 
Figure 1), 

■ soit en regard de tout ou partie de Fexterieur de la structure 1. 
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Cette source lumineuse 4 est, par exemple, constitute par un laser tel qu'un laser 
helium-neon ayant une longueur d'onde d'emission egale = 632,8 nm. 
Avantageusement, le faisceau lumineux traverse un modulateur acousto-optique (non 
represente sur Fig.l) dont le controleur est pilote par un generateur basse frequence, 
5 designe par la reference 4.1 sur la Fig.l. 

Un filtre non represente permet d'ajuster la puissance lumineuse a des valeurs 
inferieures, egales ou superieures, au seuil determinant les plages de faible eclairement 
et de fort eclairement. De preference, la puissance lumineuse est de Pordre ou 
inferieure ou egale a l^iW/cm 2 pour les conditions de faible eclairement et superieure 
10 a 10 fiW/cm 2 pour le fort eclairement. 

Les moyens 5 de mesure de Vph sont, en pratique, constitues, par exemple, par un 
adaptateur d'impedance presentant une impedance d'entree comprise entre 10 8 £2 et 
10 12 Q, plus preferentiellement de 1'ordre de 10 10 n. 

Les moyens de mesure 5 comprennent egalement un organe de detection synchrone 
15 pilote par le generateur basse frequence 4.1. qui, on Fa vu ci-dessus, determine par 
ailleurs, la modulation de P eclairement. Cet organe de detection synchrone donne les 
composantes en phase et en quadrature de Vph. 

Le micro-ordinateur 6 comprend les moyens de transformation des signaux recueillis 
en variation de Vbp ainsi que les moyens de calcul et d'interpretation AVbp, en 
20 termes d'identification et/ou de dosage des substances biologiques en Poccurence des 
polynucleotides PN. 

Le schema du circuit electrique de mesure est represente sur la Fig. 4. 

Dans la variante a faible eclairement, les impedances optoelectrochimiques Zop et Zoq 

sont les fonctions de transfert reliant Vph a Fintensite de F eclairement. 

25 Comme le montre la Fig. 4, Peffet de F eclairement peut etre represente par un 
generateur de courant en parallele avec la region de charge d'espace dont 
Fimpedance, notee Zsc, inclut les parametres lies a la surface. Zd, est Timpedance du 
dielectrique. Elle peut etre representee par une capacitance pure. R el et sont les 
impedances de la solution electrolytique, respectivement, entre Telectrode de travail et 

30 Telectrode de reference, et entre V electrode de reference et la contre-electrode. Zp est 
la resistance interne du potentiostat. R L est la resistance de charge introduce dans le 
circuit potentiostatique de mesure. Son role est de conferer au circuit de mesure les 
proprietes de circuit quasi ouvert vis-a-vis du photopotentiel, tout en permettant la 
polarisation de la structure ; sa valeur doit done etre suffisamment elevee par rapport 

35 aux autres impedances intervenant dans la mesure. Vph est le photopotentiel mesure 
et Vj est le photopotentiel qui apparait aux bornes du semi-conducteur. D'apres le 
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schema electrique, le courant total Ihv genere par F eclairement a deux composantes : 
I, qui traverse Ie semiconducteur et I 2 qui circule dans le circuit de mesure. On peut 
alors ecrire les relations suivantes : 

Ihv = I, + 1 2 = (V, / Zsc) + (V,/(R L + Re, + Re 2 + Zd + Zp)) 
5 si R L » Re, + + Zd + Zp alors : Vph = V, et Ihv = (Vph / Zsc) + (Vph/RJ 
d'ouZsc = Vph/Ihv. 

Ainsi, les impedances optoelectrochimiques en phase et en quadrature de la region de 
la zone de charge d'espace du semi-conducteur sont directement proportionnelles aux 
composantes du photopotentiel mesure : le coefficient de proportionnalite depend de 

10 Fintensite de Feclairement. 

La mesure des impedances optoelectrochimiques peut done etre utilisee pour la 
detection du processus d'appariement, en particulier d'hybridation de PN/PNc, lequel 
processus etant le reflet quantitatif et qualitatif des SBC (PN) a analyser. 

Les Exemples 1 et 2 ci-apres illustrent la variante faible eclairement du 

15 premier mode de mise en oeuvre du procede selon F invention. 

S'agissant de la variante fort eclairement de ce premier mode, il consiste a acceder 
aux variations du potentiel de bande plate Vbp du Sc, consecutives au phenomene de 
reconnaissance biologique, par F intermediate de la valeur efficace de Vph (ou selon 
une variante de Iph). Dans ce cas, reclairement module - de preference a basse 

20 frequence - utilisable n'est pas necessairement sinusoidal, mais peut etre simplement 
periodique. Ainsi, dans le dispositif de la Figure 1, si la charge de surface varie avec 
la presence de Fespece cible PN dans le milieu LC designe par la reference 2, cela 
entrame un AVbp, qui se traduit par un glissement de la courbe de la valeur efficace 
de Vph, parallelement a Taxe des potentiels de polarisation de la structure. 

25 L'exemple 3 ci-apres illustre cette variante fort eclairement du premier mode de 
mise en oeuvre du procede de Finvention, a Faide du dispositif adapte. 

Selon le deuxieme mode de mise en oeuvre du procede de Finvention, on 
polarise la structure Sc/Is-So, de telle sorte que le niveau de fermi du Sc soit au 
voisinage de la position intrinseque en surface du Sc. Le potentiel Vp alors impose est 

30 voisin du potentiel correspondant au point d'inflexion de la courbe d'allure sigmoldale 
de la valeur efficace de Vph, de Iph ou de Zoq. 

La mesure de la variation de la valeur efficace de Vph de Iph ou de Zoq apres 
calibration, permet d'acceder au AVbp. 

Selon la variante (ii), on ajuste la valeur efficace de Vph a une valeur 
35 proche de sa valeur ^P^ max = ypj^ e n jouant sur la polarisation continue initiale, 

qui sera une valeur de consigne Vpi. On maintient ensuite constante la valeur efficace 
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de Vphi, Iphi ou de Zoqi, en ajustant Vp par rapport a la valeur de consigne Vpi de la 
structure, au moyen d'une regulation electronique. Cet ajustement de la polarisation 
est directement 1'image de AVbp. Les valeurs efficaces de Vph, de Iph et de Zoq sont 

Vph. max Iph. max Zoq. max _„ , , 

respectivement — , — , — . Elles representent chacune 

2 2 2 

5 sensiblement 1'ordonnee du point d'inflexion de la courbe correspondante. 

L' exemple 4 illustre le deuxieme mode de mise en oeuvre sans fort eclairement dans 

la variante (ii). 

Pour la mise en oeuvre de cette variante (ii), on a recours a une forme particuliere 
d'execution du dispositif selon Pinvention caracterise en ce qu'il comprend des 
10 v moyens devaluation de la variation du signal Vph ou Iph, ou Zoq par rapport a une 
reference U imposee par une polarisation Vp se surajoutant a F eclairement ainsi que 
des moyens de correction et de regulation de la variation par action sur les moyens de 
polarisation. 

La Figure 5 annexee presente le schema synoptique d'un exemple de cette forme 
15 particuliere d'execution du dispositif selon Finvention. Dans cet exemple, on choisit 
Vph comme signal traceur. 

Comme le montre cette Figure 5, dans laquelle les elements communs avec ceux de la 
Figure 1, sont reperes par les memes references, le photopotentiel vph est detecte aux 
bomes du capteur d'affinite 1 (cellule de mesure) au moyen d'un adaptateur 
20 d'impedance 14 presentant une forte impedance d'entree de maniere a ne pas 
perturber la structure. Le signal est ensuite amplifie au moyen d'un amplificateur 
alternatif basse frequence 15, transforme en un signal continu v'ph grace a une 
detection synchrone 5 et a un circuit RC 16 qui permet de diminuer le bruit et de 
stabiliser la regulation. 

25 Le signal continu v'ph est amplifie au moyen d'un amplificateur continu 17, de gain 
G 17 . Gl est le gain de 1'ensemble amplificateurs 15 et 17 et detection synchrone 5. Le 
signal continu v'ph amplifie est ensuite compare a un signal de reference U a Taide 
d'un amplificateur difFerentiel 18. U est ajuste a la valeur de Vpi qui donne au 
photopotentiel une valeur moitie du photopotentiel correspondant a la forte inversion 

30 (Vph.max/2). La difference de valeur residuelle A^'ph-U) de ces deux signaux est 
amplifiee par Famplificateur dififerentiel 18 de gain G2 et la tension de sortie A (v'ph- 
U) est appliquee a la structure 1 en meme temps que la polarisation continue Vp 
imposee par un generateur de tension 19 couple a un sommateur 20. Un generateur de 
signal basse frequence 4.1. (BF) permet, apres amplification a Taide d'un 

35 amplificateur 2.1., de commander la diode 4 dont le faisceau excite la structure 1 et 
egalement de referencer la detection synchrone 5. Le microordinateur 6, qui est 
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notamment relie a un organe 22 d'acquisition de la variable A^'ph-U), permet de 
suivre et d'enregistrer la variation de polarisation de la structure AVp occasionnee 
par la variation du potentiel de bandes plates (AVbp). 

L'interet d'un tel montage est que le potentiel electroniquement impose est 
5 directement et lineairement Fimage des variations du potentiel de bandes plates Vbp, 
provoquees par les interactions a la surface du dielectrique. II est done independant 
des proprietes de la structure et permet d'obtenir une bonne sensibilite et une 
excellente reproductibilite. 

La cellule (capteur) est semblable a celle decrite supra en reference a la Figure 1. 

10 La mesure du photopotentiel etant realisee au moyen d'un circuit de mesure 
possedant une forte impedance d' entree, il est possible d'admettre un contact 
ohmique de mediocre qualite. Pour mesurer le photopotentiel du semiconducteur par 
rapport a la solution, une electrode possedant un potentiel constant par rapport a la 
solution est necessaire. Cependant, du fait de la forte impedance du circuit de mesure, 

15 il est possible d'utiliser une pseudo-electrode de reference constitute par un metal 
noble tel que le platine, par exemple. L'electrode peut etre independante ou etre 
realisee par depot, sous forme d'une grille ou d'un anneau externe, sur la surface du 
dielectrique de fa?on a satisfaire a la miniaturisation du capteur. 
L'eclairement de la structure peut etre obtenu au moyen d'une diode laser ou d'une 

20 diode electroluminescente emettant dans le domaine de longueur d'onde du visible ou 
du tres proche infra-rouge, entre 400 et 1000 nm avec une puissance iumineuse de 
Fordre de 0,1 ^iW a 100 m/cm 2 . H est tout a fait technologiquement concevable 
d'envisager Feclairement de la structure par la face arriere et meme d'integrer au 
capteur la partie generatrice de la lumiere. Ces possibilites techniques permettraient de 

25 disposer d'un capteur de tres faibles dimensions, dont seule la face avant serait au 
contact de la solution et qui serait ainsi, de part la nature des materiaux qui la 
composent, tres peu sensible a Tagression chimique. 

II est tout a fait possible d^tiliser comme signal traceur Iph. Dans ce cas, Tadaptateur 
d'impedance 14 est remplace par un convertisseur courant/tension. 

30 Les formes d'execution du dispositif selon Tinvention representees aux 

Fig* 1 et 5 decrites supra sont denommees arbitrairement GENOPTEL. 

Conformement a une autre forme d'execution du dispositif selon 
Finvention, correspondant au troisieme mode de mise en oeuvre du procede, ledit 
dispositif est caracterise en ce que le capteur d'affinite comprend au moins une 

35 structure Sc/Is-So et au moins une structure de reference Sc/Is non fonctionnalisee 
par So, de maniere a pouvoir realiser une mesure differentielle. 
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Cette forme cT execution que Ton appelera DIGENOPT est representee a la Figure 6. 
Elle correspond au cas ou Ton a un capteur d'affinite 1 ou cellule de mesure 
comprenant avantageusement deux structures Sc/Is 31 et 32 quasi identiques, Tune 
etant fonctionnalisee par So, F autre non. Ces deux structures (ou electrodes) sont 
5 mises en contact avec le meme milieu 2 LC et sont polarisees au moyen d'une meme 
contre-electrode 33. Une electrode de reference n'est pas necessaire. Elles sont 
eclairees de maniere identique par une lumiere modulee fournie par une diode 4. 
L/acheminement de la lumiere vers le milieu LC 2 se fait par P intermediate d'un 
conducteur optique 34, menage au travers du corps 35 du capteur 1. 
10 Les deux structures Sc/Is 31 et 32 (electrodes) sont montees chacune a la pointe d'un 
element 36 vissable dans le corps 35 du capteur 1. 

Le corps 35 comprend une cavite fermee lateralement par les electrodes 31 et 32, 
contenant le milieu LC - 2 

Des joints 37 sont prevus pour assurer Fetancheite entre les differentes parois. La 

15 paroi du dessus recott les moyens d'eclairement 4 et 34. Le fond est traverse par la 
contre-electrode 33. Les peripheriques electroniques adaptes permettent de suivre la 
difference de leur Vbp respectif = Vbpl - VbpO. 

On terminera Frustration non limitative du dispositif de Finvention, en 
decrivant une derniere forme d' execution, mais non la moindre, qui est celle selon 

20 laquelle le dispositif est caracterise en ce que le capteur d'affinite comprend au moins 
une structure Sc/Is-So, dans laquelle les sondes So sont de differentes natures, les 
sondes So de meme nature etant regroupees dans une meme zone de la couche d'ls, 
chaque zone etant circonscrite par rapport aux autres de maniere a pouvoir etre 
eclairee separement partiellement ou en totalite par les moyens d'eclairement. 

25 Cette forme d'execution arbitrairement designee par Fexpression GENMAP, a ete 
rendue possible en raison du fait que le principe de la mesure selon Finvention est telle 
que le photopotentiel et/ou le photocourant depend du flux de lumiere mais est 
pratiquement independant de Faire de la surface eclairee. II est done ainsi envisageable 
de realiser sur la meme structure Sc/Is des regions diflferemment fonctionnalisees qui 

30 repondent de maniere specifique a differentes especes cibles (e.g. PNj a PNJ, la 
lecture de Fappariement ou de Fhybridation etant effectue au moyen d'un faisceau 
lumineux par scrutation successive ou de maniere simultanee par plusieurs faisceaux 
lumineux. 

Une telle structure Sc/Is est assimilable a un multicapteur biologique donnant acces a 
35 la multidetection. 
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Les differentes zones de la surface de Vis peuvent etre delimit ees ou non 
physiquement. 

La lecture multizone par les moyens d'eclairement permet d'acceder au potentiel de 
bande plate local de chaque zone fonctionnalisee specifiquement : 
5 - soit par mesure de Hmpedance optoelectrochimique selon le premier 

mode de mise en oeuvre - variante faible ou fort eclairement, 

- soit par mesure de la valeur efficace de Vph-variante (i) du deuxieme 
mode de mise en oeuvre, 

- soit par prise en compte des variations de Vp permettant la regulation et 
10 le maintien de Vph a une valeur proche de sa valeur moyenne (variante ii du deuxieme 

mode de mise en oeuvre). 

En d'autres termes, P acquisition de Vbp peut s'effectuer selon Tun quelconque des 
modes de mise en oeuvre du procede selon Finvention. 

La Figure 7 annexee est un schema de principe de la structure 
15 multicapteur Sc/Is-Soj a So n . On a repris les memes references que sur la Figure 1 
pour designer les moyens d'eclairement 4, les sondes So, a So n reperees par la 
reference 7.3, la couche Is 7.2. et la plaquette de semi-conducteur Sc referencee par 
7.1. On retrouve egalement le contact ohmique 8. 

20 APPLICATION INDUSTRDELLE : 

Ce type de dispositif ouvre la voie des applications nombreuses et variees dans le 
j domaine de la genetique : detection de maladies virales, et de maladies genetiques, 

verification de la compatibility cellulaire, realisation de cartes de genomes, expression 
25 ou mutation de genes etc. 

L'interet de ce dispositif comparativement aux autres dispositifs utilises pour la 
multidetection, reside dans sa simplicity de realisation et dans la simplicity du mode de 
lecture associe a la reconnaissance directe du processus d'hybridation. 

Selon un autre de ces aspects, Tinvention concerne egalement les capteurs 
30 d'affinite, c'est-a-dire les structures Sc/Is-So de mesure et Sells de reference, telles 
que decrites supra. 

Les exemples qui suivent permettront de mieux comprendre Tinvention et 
de faire ressortir tous ses avantages et ses variantes, tant sur le plan du procede que 
sur celui du dispositif. 
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EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : MESURE DES IMPEDANCES OPTOELECTROCfflMIQUES A L'AIDE DU 
DISPOSITIF DE L' INVENTION COMPRENANT UNE STRUCTURE Sc/IS ELEMENT DE 
BAJ5E DU BIOCAPTEUR 

5 1. L Appareiliage 

Le dispositif mis en oeuvre dans cet exemple correspond a celui 
represents a la Fig.l. 

La structure Sc/Is comprend : 

- un semiconducteur ayant une epaisseur de 0,03 mm est du Silicium dope 
10 pa hauteur d' environ 10 15 cm- 3 , avec en face arriere une couche Au/Cr assurant le 

contact ohmique. 

- et un isolant Is est de la silice d'une epaisseur de 10 nm obtenue par 
oxydation thermique. 

1.2. MILIEU UQU1DE LC : SOLUTION TAMPON TRIS lM. 

15 Cette solution tampon de pH 7.1 est composee de 10 mM TrisHCl 

(Sigma) et 50 mMNaCl. 

1.3. Les conditions experimentales sont les suivantes : 

la frequence des modulations de la lumiere est de 3 16 Hertz. 
La source lumineuse est un laser helium-neon emettant un eclairement de 
20 longueur d'onde X = 632,8 nm. 

La puissance lumineuse est de 0,6 fiW/cm 2 

1.4. Resultats 

La figure 8 annexee montre les courbes d'impedances 
optoelectrochimiques Zop et Zoq en fonction de Vp obtenues pour la structure 

25 decrite precedemment. 

Dans le domaine de polarisation negative, P impedance en quadrature est 
due a la capacite de la zone de charge d'espace du semi-conducteur, celle-ci est 
directement liee au dopage du semiconducteur. Dans le domaine de polarisation 
positive, 1' impedance en quadrature est tres faible car le semi-conducteur est en 

30 situation d' accumulation et la capacite de la zone de charge d'espace est tres elevee. 
Dans le domaine de polarisation intermediaire, le semiconducteur passe 
successivement de la situation d'inversion, a la desertion, puis a Faccumulation, 
lorsque la polarisation augmente. L'impedance en phase presente un pic dans le 
domaine intermediaire. Ce pic est du a la presence d'etats d'interface situes entre le 

35 semiconducteur et la couche d'oxyde. Ainsi, les impedances optoelectrochimiques 
donnent les informations energetiques sur le semi-conducteur et sur les etats de 


WO 98/57157 


PCT/FR98/01213 


28 


surface du semiconducteur mais ne donne pas d' informations sur la couche 
dielectrique. Cependant, elles permettent de determiner le potentiel de bandes plates 
du semiconducteur. La valeur du potentiel de bandes plates est correlee a la position 
de la courbe d'impedance en quadrature par rapport a 1'axe des potentiels. C'est le 
5 parametre qui permet de caracteriser la charge de surface de la structure. 

EXEMPLE 2 : APPLICATION DES MESURES D' IMPEDANCES SELON L' EXEMPLE A LA 
DETECTION BIOLOGIQUE : PN = ADN (OLIGO dT) lER MODE DE MISE EN OEUVRE- 
VARIANTE FAIBLE ECLAIREMENT 

2. L Le DISPOSIT1F 

10 Le dispositif utilise, y compris la structure Sc/Is et le milieu conducteur 

LC, sont les memes qu'a Texemple 1, a la difference pres que la structure Sc/Is est 
fonctionnalisee par des sondes So constitutes par des nucleotides PNc 
complementaires a des especes cibles PN contenues dans LC. 

2.2. FONCTIONNAUSATION DE LA SURFACE DE L'ISOLANT IS FAR DES SONDES SO 
1 5 CONSTITUES FAR DES OLIGONUCLEOTIDES dT DE 20 BASES 

Apres hydroxylation de la surface de Si/So 2 , on depose une couche 
polymerique d'APTS (AminoPropylTriethoxySilane). Les brins d' oligonucleotides 
(dT) sont greffes sur la surface par bromation : cette methode permet de fixer a 
TAPTS le nucleotide sans utiliser les sites intervenant dans Fhybridation. Enfin 
20 Fhybridation est obtenue apres avoir laisse la structure au contact d'une solution 
contenant des brins complementaires poly (dA) a ceux fixes sur la surface. 

2.3. RESULTATS 

La Figure 9 correspond aux courbes & impedances obtenues a chaque 
etape d^laboration d'une structure active fonctionnalisee pour la reconnaissance de 
25 brins simples d'ADN. 

Les courbes de la Figure 9 montrent le deplacement lie a Fhybridation des 
brins complementaires PNc /PN d'ADN. 

EXEMPLE 3 : ANALYSE DE POLYNUCLEOTIDES (PN) A L'AIDE DU DISPOSITIF SELON 
L'INVENTION (FIG 1) - lER MODE DE MISE EN OEUVRE DU PROCEDE - VARIANTE 
30 FORT ECLAIREMENT 

La Fig. 10 represente la courbe Vph = f(Vp) GENOPTRODE 
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Exemple 4 : Analyse de polynucleotides (pn) a l'aide d'une variante du 
dispositif selon l'invention (figure 5), selon le deuxieme mode de jvgse 
en oeuvre du procede - variante (ii) 

4.l le dispositif 

5 Le dispositif utilise est celui decrit en Figure 5. La cellule de mesure et le 

capteur d'affinite sont ceux represents sur la Figure 2. La lumiere modulee est 
fournie au moyen d'une diode electroluminescente ; la puissance lumineuse utilisee est 
delOmW/cm 2 . 

4.2. CONDITIONS EXPERIMENTALES ET FONCTIONNALISA HON 
10 Le liquide conducteur LC est une solution aqueuse de 10 mM 

tris(hydromethyl)aminomethane hydrochloride (Sigma) et 50 mM NaCl ; Fensemble 
de la solution est a pH 7.1. La mesure est faite a temperature ambiante, soit 22° C, 
dans Pobscurite. 

La structure Sc/Is-So est telle que decrite dans les exemples precedents. 

15 Dans cet exemple, les sondes sont des PNc, et plus precisemment des oligos dT de 20 
bases, deposees sur la zone comme represents en7.3 de la figure 2 a partir d'une 
solution composee de 20 \i\ de solution aqueuse de n-bromosuccinimide en 
concentration de 0,01 M ajoutee a 1 ml de solution aqueuse 1M NaHC0 3 contenant 
des oligos (dT)20 en concentration de Img/ml. La structure est laissee une nuit en 

20 contact avec la solution des Pnc, puis abondamment rincee avec le liquide LC, puis 
montee sur la cellule de mesure. Cette cellule est alors remplie de LC et la chaine de 
mesure initialisee. 

4.3 RESULTATS 

La Figure 11 donne la reponse en AVp au cours du temps de la structure 
25 fonctionnalisee Sc/Is-So ou les sondes sont des oligo dT. 

La courbe A correspond a la reponse obtenue lorsque le capteur est en 
contact avec une solution LC a laquelle on a ajoute des cibles (polynucleotides dC en 
concentration de lfig/ml) non complementaire aux sondes fixees sur le capteur. 

La courbe B correspond a la reponse obtenue lorsque le capteur est en 
30 contact avec une solution LC a laquelle on a ajoute des cibles (polynucleotides dA en 
concentration de 1 ng/ml) compiementaires aux sondes fixees sur le capteur. 
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REVINDICATIONS : 

1 - Procede d' identification et/ou de dosage de Substances Biologiques 
(SBC) presentes dans un milieu Liquide Conducteur LC, a Faide d'au moins un 
capteur d'affinite comprenant au moins une structure comportant au moins un 
5 materiau semi-conducteur Sc, revetu sur au moins Tune de ses faces d'au moins une 
couche d'isolant Is, cette derniere presentant a sa surface au moins une sonde So, en 
contact avec le milieu conducteur LC et comprenant une ou plusieurs Substances 
Biologiques de Reconnaissance specifique par interaction affine (SBR), des SBC du 
milieu LC sus-vise, 
10 caracterise en ce qu'il consiste essenfiellement a : 

- a - selectionner a titre de sonde(s) So, des SBR non-marquees, 

- b - faire en sorte que le niveau de Fermi du Sc corresponde 

sensiblement au, ou passe par le niveau intrinseque en surface 
du Sc, 

15 - c - soumettre le Sc a un eclairement periodique comprenant des 

photons dont 1'energie est > a I 'energie de la bande interdite du 
Sc, 

- d - mesurer directement ou indirectement les variations AVbp du 

potentiel de bandes plates Vbp du Sc, induites par un phenomene 
20 d'effet de charges directement et essentiellement lie aux 

appariements specifiques des SBC du milieu conducteur LC 
avec leurs ligands complementaires SBR de la ou des sondes So, 
a T exclusion : 

(i) des variations resultant d'eventuels effets de charges et/ou de 
25 transferts de charges provoques par des reactions chimiques 

catalysees par des enzymes et dans lesquelles se produit une 
consommation d'une partie des substances a detecter, 

(ii) et des variations de la photoreponse liees a V apparition dans 
le milieu LC d'au moins un produit traceur susceptible d'etre 

30 revele au travers de variations de pH ou de potentiel Redox, 

et/ou au travers de marqueurs, de preference du type de ceux 
absorbant ou emettant des radiations (fluorescents, radioactifs, 
colores, e.g.). 

- e - et interpreter les signaux recueillis en termes d' identification 
35 et/ou de dosage des SBC du LC. 
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2 - Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que les SBC sont 
des polynucleotides PN et en ce que les SBR sont des polynucleotides PNc. 

3 - Procede selon la revendication 1 ou la revendication 2, caracterise 

• en ce que, dans Petape b, on polarise le Sc par rapport au LC en 
5 imposant une tension de polarisation Vp selon un balayage entre une tension negative 

et une tension positive limites, choisies de telle sorte que le niveau de Fermi du Sc 
passe par son niveau intrinseque en surface, Vp evoluant ainsi avantageusement dans 
une gamme de tension correspondant au regime de desertion et de faible inversion du 
Sc, 

10 • et en ce que, selon Petape d, on mesure AVbp : 

> en recueillant le photopotentiel Vph aux bornes du Sc, (entre Sc et 
LC) et/ou le photocourant Iph, 

> en calculant eventuellement les impedances optoelectrochimiques en 
phase Zop et/ou en quadrature Zoq, pour chaque valeur de Vp, 

15 > en etablissant la (ou les) courbe(s) Zop et/ou Zoq et/ou Vph et/ou 

Iph en fonction de Vp, 

> et en suivant le deplacement de cette (ou ces) courbe(s) 
parallelement a Paxe des abscisses (potentiels Vp), ledit 
deplacement correspondant aux variations de Vbp recherchees. 

20 4 - Procede selon Tune queiconque des revendications 1 a 3, caracterise 

en ce que Ton met en oeuvre un faible eclairement, sensiblement sinusoidal. 

5 - Procede selon Pune queiconque des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que Ton met en oeuvre un fort eclairement. 

6 - Procede selon les revendications 3 et 5, caracterise en ce que, selon 
25 Petape d, on apprehende les variations de Vbp : 

■ en recueillant Vph et/ou Iph, 

■ en etablissant la courbe Vph = f (Vp) et/ou Iph = f (Vp) ; 

■ et en suivant le deplacement de cette (ces) courbe(s) parallelement a 
Paxe des abscisses (potentiels Vp), ledit deplacement correspond aux AVbp 

30 recherchees. 

7 - Procede selon la revendication 1 et la revendication 3, caracterise 

• en ce que, dans Petape b, on fixe le niveau de Fermi du (Sc) 
sensiblement au niveau intrinseque en surface du (Sc), en imposant une tension de 
polarisation Vpi correspondant environ, a Pabscisse du point d' inflexion de la courbe 

35 vph = f (Vp), ou Zoq = f (Vp) Iph = f (Vp) ; Vph, Zoq et Iph etant tels que defini 
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dans la revendication 3, de telle sorte que Pordonnee de ce point d'inflexion 
corresponde a environ Vph max/2, Zoq max/1 ou Iph max/2, 

• et en ce que, selon l'etape d, on apprehende les variations de Vbp : 
(i) par la mesure de revolution de Vph et/ou Iph et/ou Zoq, 
5 (ii) et/ou par la prise en compte des variations de la tension de 

polarisation AVp, rendues necessaires pour maintenir constant 
Vph max/2, Zoq max/2, ou Iph max/2, cet ajustement AVp etant le 
reflet de AVbp. 

8 - Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que, pour la prise 
10 en compte (ii) de AVp ; 

- on detecte v ph , 

- on amplifie eventuellement le signal v ph , 

- on redresse eventuellement ce signal de maniere a disposer d'un 
signal continu v' ph , 

15 - on compare ce signal v'^ continu a un signal de reference U 

correspondant sensiblement a la valeur de v^ max/2 (ordonnee de 
point d'inflexion de la courbe v' ph = F(Vp), soit v' ph max/2), 

- on recueille la difference A(V' ph -U) entre V * ph et U, 

- on amplifie eventuellement ACv'^-U), 

20 - on applique A(v* ph -U) eventuellement amplifiee entre Sc et LC en 

complement de Vp, 

- on enregistre A(v' ph -U). 

9 - Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterise 
en ce que, pour Fetape c, on choisit la longueur d'onde de Peclairement X de telle 

25 sorte qu'elle soit superieure ou egale a K 0 = — : — * 24C | : — — nm, de 

E(6nergie bandeinterdite) 

preference comprise entre 100 et 3000 nm. 

10 - Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, caracterise 
en ce que Ton met en oeuvre une mesure differentielle, en faisant intervenir dans le 
capteur d'affinite au moins une autre structure Sc/Is de reference, dans laquelle Is 

30 n'est pas fonctionnalise par So, et en suivant la difference entre les Vbp mesurees par 
les 2 capteurs, ainsi que la variation de cette difference. 

11 - Procede selon Tune quelconque des revendications 2 a 10, caracterise 
en ce que, (dans une etape prealable a 0 ), on fonctionnalise la surface d'une couche 
d'isolant Is d'une meme structure Sc/Is, par plusieurs sondes So differentes de par la 

35 nature des PNc qui les composent, et on realise ensuite a Paide de cette structure 
T analyse de LC contenant differents substrats PN : 
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- par eclairements successift des zones de la surface de TIs, lesdites 
zones etant chacune fonctionnalisee par une meme So (PNc 
identiques), la nature des So variant d'une zone a F autre, 

- et par recueil et interpretation des AVbp. 

5 12 - Procede selon Tune quelconque des revendications 2 a 1 1, caracterise 

en ce que les substrats a analyser PN sont choisis dans la liste suivante : nucleotides, 
oligonucleotides, polynucleotides, acides nucleiques (ADN/ARN) et leurs melanges. 

13 - Dispositif pour la mise en oeuvre du procede selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 12, caracterise en ce qu'il comprend : 

10 - au moins un capteur d' affinity forme par au moins une structure 

Sc/Is-So dans iaquelle la ou les sondes So comprennent des ligands 
SBR aptes a s'hybrider specifiquement avec les substances 
biologiques SBC a analyser, contenues dans le milieu liquide 
conducteur LC, en provoquant un phenomene d'effet de charge, a 

1 5 F origine des AVbp du Sc, 

- des moyens de polarisation du Sc par rapport au LC, 

- des moyens d'eclairement du Sc du capteur, 

- des moyens de mesure du photopotentiel Vph ou du photocourant 
Iph, 

20 - des moyens de transformation des signaux recueillis en variation de 

Vbp, 

- et des moyens de calcul et d'interpretation des AVbp en termes 
d' identification et/ou de dosage des substances biologiques SBC. 

14 - Dispositif selon la revendication 13 caracterise 

25 en ce que la structure Sc/Is-So de son capteur d'affinite est formee par au moins une 
plaquette de Sc de preference en silicium, recouverte sur Tune de ses faces d'une 
couche Is d'isolant de preference en silice, a la surface de Iaquelle sont fixees des 
sondes So sensibles comprenant des polynucleotides PNc de reconnaissance 
specifique par hybridation, 

30 ce capteur comportant egalement au moins un contact ohmique permettant la 
connexion de la structure Sc/Is-So, notamment, avec les moyens de polarisation et/ou 
les moyens de mesure de Vph ou Iph, 

• et en ce qu'il comporte egalement au moins une electrode auxiliaire, 
eventuellement prevue sur la couche Is de la structure Sc/Is-So. 

35 15 - Dispositif selon la revendication 13 ou 14 caracterise en ce qu'il 

comprend des moyens d' evaluation de la variation du signal Vph par rapport a une 
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reference U, ainsi que des moyens de correction de cette variation par action sur les 
moyens de polarisation. 

16 - Dispositif selon Tune quelconque des revendications 13 a 15, 
caracterise en ce que le capteur d'affinite comprend au moins une structure SaTs-So 

5 et au moins une structure de reference non fonctiormalisee par So, de maniere a 
pouvoir realiser une mesure differentielle. 

17 - Dispositif selon Tune quelconque des revendications 13 a 15, 
caracterise en ce que le capteur d'affinite comprend au moins une structure Sc/Is-So 
dans laquelle les sondes (So) sont de differentes natures, les sondes So de meme 

10 nature etant regroupees dans une meme zone sur ia couche d'ls, chaque zone pouvant 
etre eclairee separement et/ou successivement par les moyens d'eclairement. 

18 - Capteur d'affinite tel que defini dans Tune quelconque 
des revendications 13, 14, 16 et 17. 
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